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AB KABI 



Heparinf ragment med selektiv koagulationsa ktiv i t e t 
Foreliggande uppf inning avser heparinf ragment , viika visat sig 
ha selektiv antikoagulationsverkan, forfarande for framstall- 
ning darav samfc terapeutiska beredningar innehallan.de sadana 
fragment. 

Heparin ar en sulfathaltig poly sackarid , soin i stor skala 
isoleras ur tarmslem fran svin eller lunga fran notkreatur. 
Det har i flera artionden anvants kliniskt som medel for behand 
ling och forebyggande av blodpropp. Trots att anvandningen av 
heparin i trombosprof ylax och -terapi fortfar att oka, ar denna 
behandlingsform langt if ran problemf ri . Ett viktigt problem 
ar att doseringen maste avvagas sa att ett gott trombcsskydd 
erhalles samtidigt som blodningskornplikationer undvikes . En 
svarighet i detta sammanhang ar den stora individuelia varia- 
tionen mellan olika patienter; denna beror i sin tur sannoiikt 
pa att heparinet i olika hog grad binds till andra komponenter 
i blodplasman och darigenom neutraliseras . Ett annat problem 
ar att den forebyggande heparinbehandlingen endast ar begransat 
f ramgangsrik. Ett tredje problem med nuvarande typ av heparin- 
terapi ar dess daliga effekt vid arteriell trombos . Vid denna 
trombostyp utgor trombocy taggregationen ett mera dominerande 
inslag an vid den venosa trombosen, dar heparin har god effekt, 
Standardhepar in stimuierar i viss grad trombocy taggregation och 
har alltsa negativ effekt i detta avseende. 

Mekanismen bakorn heparinets antikoagulationsaktivitet ar 
numera kand till vasentliga delar. Blodkoaaulationen ar base- 
rad pa en kaskadliknande process, dar ett antal proteoly tiska 
enzymer aktiverar varandra i en bestamd ordningsf 51 jd , i det 
sista steget omvandlas fibrinogen under inverkan av det pro- 
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teolytiska enzymst trombin till oiosligt fibrin f stommen i ett 
blodkoagel. Heparin bildar ett komplex med ett plasmaprotein, 
antitrombin, och detta komplex inhiberar flertalet enzymer i 
koagulationskaskaden . 

Det har nyligen visats att heparinf rak .tioner av olika molekvl- 
vikt paverkar koagulationsprocessen pa olika satt [L-0. Anders- 
son et'al., Thromb . Res, 9, 575 (1976)], Detta initierade en 
studie over mo j lighe terna att fa fram heparinf raktioner rued 
mera selektiv verkan. Genom behandling av standardheparin med 
salp'etersyrlighet" i dimetoxietan (glyme) vid lag temper a tur 
och viss bestamd tid har man erhallit ett speciellt fragment 
av heparin som hade betydligt mer selektiv verkan an standard- 
heparin. Detta heparinderivat har mycket liten effekt pa inhi- 
bitionen av trombin, medan inhibitionen av aktiverad koagula- 
tionsfaktor X kraf tigt' paskyndas . Koagula tionsf aktor X intar 
en central position i mitten av koagulationskaskaden och inhi- 
bitionen av den har av manga bedomts som speciellt viktig for 
att fa en effektiv trombosf orebyggande effekt [S. Wessler, 
Thromb. Diath . ' Haemorrh . ,33, 81 (1974)]. 

Det har vidare helt overraskande visat sig att denna typ av 
fragment inte neutraliseras " av blodkomponen terria i samma ut- 
strackning som standardheparin. Detta medfor dels att man far 
ett effektivare utnyttjande av antikoagulansaktivi teten hos 
denna typ av fragment jamfort med nuvarande kliniskt anvanda 
heparinpreparationer . Vidare blir ocksa doseringen iattare 
att genomfora, da individvariationen i heparin-neutraliserande 
effekt blir mindre viktig att ta hansyn till-. En ennan over- 
raskande egenskap hos fragmentet ar att dess trombocy taggrega- 
tionsinducerande aktivitet Sr mycket lagre an vad heparin nor- 
malt har. Detta gor det sannolikt att denna typ av fragment 
ar • ett battre antikoagulansmedel an standardheparin vid f ore- 
byggande behandling och behandling av arterielia tromboser. 
Man kan ocksa formoda att den minskade inverkan pa trombocyter- 
na kan medfora mindre risk for blodningskompiikationer.. 

Det bor dessutom beaktas att hsparinets formaga att frisatta 
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enzymet iipoproteinlipas ar starkt moleky lvik tsberoende . Det 
lagmolekylara heparinf ragmen tet kan darfor formodas ha ytter- 
ligare en vardefull egenskap, namligen att i mindre grad an 
standardheparin oka halten fria fettsyror i blodet. 

Denna speciella typ av heparinf ragmen t kan framstallas pa fler 
olika satt. En metod ar behandling av standardheparin med sal- 
petersyrlighet i dimetoxietan som omnamnts ovan. Da erhalles 
denna typ av fragment tillsammans med en rad andra icke-aktiva 
fragment. De aktiva fragmenten kan sedan renas fran icke- 
aktiva fragment., bl.a. genom af f ini tetskromatograf ering pa 
matrisbundet antitrombin III [Hook et al . , FEBS Lett. 66, 
90 (1976); Hopwood et al., FEBS Lett. _69, 51 (1976)? 
L-O. Andersson et al . , Thromb . Res. 575 (1976)]. Andra 

satt att preparera fragment ar: 1) via per jodatoxidering vid • 
lagt pH resp. temperature 2) via partiell depolymerisering med 
heparinas; 3) via partiell depolymerisering av heparin genom 
forestring av karboxylgrupper , foljt av alkaiisk beta-el imine- 
ring; 4) via partiell depolymerisering av heparin genom par-, 
tiell N-desulf atering foljt av deaminering med salpetersyr lig- 
het vid pH 3,9. Metoderna 1) och 2) ar beskrivna i exemplen. 

De aktiva fragmenten karakteriseras av att de innehaller 14 till 18 
sock.erenheter . S trukturanalys visar samma huvudstrukturkompo- 
nenter som i standardheparin, dvs . L-iduronosy 1-2-0-sulf at 
(lex-4) -N-sulf o-D-glukosamin-6-0-sulf at som dominerande di- 
sackaridenhet. Mangden icke-sulf aterad iduronsyra ar dock 
betydligt hogre an i utgangsmaterialet V Genom per jodatoxide- 
ring har det visatc att denna komponent intar en bestamd posi- 
tion i molekyien, belagen 3 till 5 sockerenheter fran den icke- 
reducerande terminalen raknat. De aktiva fragmenten har struk- 

turen (U-G) -I-G- (U-G) m , oar n"= 1 eller 2 och m = 5 eller 6; 

XI in 

I ~ icke-sulf aterad L-iduronsyra , U = L-iduronsyra-2-O-suifat 
och (I = N-sul£c~D-glukosamin-6-0-sulf at . Enstaka U-enheter 
kan sakna 0-sulfat eller vara ersatta med D-giukuronsyra , lik~ 
som enstaka G-enheter kan sakna 0-sulfat eller vara ersatta 
med N-acetyl-D-glukosaminenheter . Reducerande och icke-redu- 
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cerarvde terminalenheter kan variera meet typ av preparatiens- 
metod; efter deaminativ spjalkning av heparin uppsfcar t . ex . 
fragment med 2 , 5-anhydro-D-mannos i reducerande terminal posi- 
tion, De aktiva fragmenten kan karak^exiseras med fysikalisk- 
kemisk metodik omfattande t.ex. bestamning av mobilitet i 
elektriskt fait, UV- , IR- och \NMR-spektra . De erhallna siffer- 
vardena ger dock inte nagon komplett information, eftersom aven 
koagt-lationsmassigt inaktiva fragment visar i huvudsak likartad 
karakteris tika* Detta beror pa att den biologiska aktiviteten 
betingas av en specif ik ordningsf 61 jd av socker-resterna, dar 
positionen av den icke-sulf aterade uronsyran ar speciellt vik- 
tig. Enbart en viss bruttosammansattning och storlek garanterar 
alltsa inte att komponenten har aktivitet. 

Uppfinningen askadliggores narmare medelst foljande exempel . 
Exemrjel 1. 



Fraxnstallning av heparinf ragment g enom depolymerisering a v 
standardheparin med salpetersyr lighet 



Heparin (0,5 g) , isolerat fran svintarm, lost i ISO ml vatten, 




kyles till + 4°C och fores genom en 3x7 cm pelare av Dowex tR 
50 W-X8 (H + -form) , 200-400 mesh, Pelaren tvattas darefter med 

100 ml vatten, varefter tvattvatskan kombineras med prove t. 

•> o 
Till prcvet sattes 250 ml dimetoxietan (glyme) , kyld till -20 C 

samt 10 ml isoamylnitrit , och blandningen, som har en tempera- 
tur av ungefar +10°C, far sta i tva minuter. Reaktionen av- 
brytes darefter genom tillsats av 10 ml 10 % Na + -acetat. Efter 
tillsats av 5,2 liter etanol tillvaratages precipiterat kol- 
hydrat (heparinderivat) genom centrif ugering . Prcdukten loses 
i 500 ml 0,05M NaCl - 0,05M Tris-HCl, pH 7,4., Derma iosning 
f rak tioneras , uppdelad i 100 ml-portioner , genom affinitets- 
kromatograf ering oa en pelare innehallande 75 ml anti- trombin- 
agaros-Sepharose w (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala) (unge- 
far 5 mg protein mer ml gel) . Pelaren elueras med en salt- 
gradient (500 mi 0,05M NaCl - 0 , 05M Tris-HCl i blandnings- 
karlct; 500 ml 3M NaCl - 0,05m Tris-HCl i reservoaren) , var- 
vid merparten av det appiicerade materia'let antingen passerar 
oretarderad genorn pelaren elier elueras vid lag jonstryka 
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(<Q,4M NaCl) ; detta material saknar biologisk aktivitet, 
De aktiva komponen terna (renat heparinderivat) elueras i en 
bred topp mellan 0 , 5M NaGl och 3M'NaCl motsvarande cirka 
4 % av utgangsmaterialet. Dessa fraktioner poolas, koncentre- 
ras och avsaltas genom gelkromatograf ering . 

Pa detta satt framstallt och renat heparinderivat har en 
molekylstorlek motsvarande en tetradeka-oktadekasackarid (mol- 
vikt 3600-4300) . Strukturanalys visar samma strukturkomponen- 
ter som i utgangsmaterialet, med L-iduronosvl-2-O-sulf at- ( la- 
4) -N-suif o-D-glukosamin-6-O-sulf at som dominerande disackaridenhet 
Mangden icke-sulf aterad iduronsyra har dock ckat fran ungefar 
6 % i utgangsmaterialet till ungefar 16 %. Strukturen i ovrigt 
ansluter sig till den ovan angivna beskrivningen. 

Exempel 2. , • 

Partiell depolymerisering av heparin eller heparinbiprodukt 
gen om per jodatoxidation vi d pH 3 och 4°C, foljd av alkali- . 
behandling och reduktion 

Under dessa betingelser spjaikas polysackaridked jan vid D- 
glukuronsyraenheter , med endast mattlig for lust av antikoa- 
gulationsaktivitet (Fransson & Lewis, FEBS Letters, 1979 in 
press). Standardheparin, 0,5 g, loses i 250 ml av en losnihg 
(4°C) innehallande 0,02M NaI0 4 , . O, 2M NaC10 4 och 0 r 05M Na + - 
citratbuf f ert , pH 3,0. Efter 3 timraars inkubation i morker 
♦ vid +4°C avbrytes oxidationen genom tillsats av ett molart 
overskott D-mannitol, varefter losningen dialyseras och frys- 
torkas. Spjalkning av polysackaridked jorna vid oxiderade D- 
glukuronsyraenheter astadkommes genom behandling av prod'ukten 
med alkali (5 mg/ml vattenlosning installd pa pH 12 med 1M 
NaOH) vid rums temperatur . Efter 30 minuter neutraliseras 
losningen med 1M attiksyra, varefter materialet avsaltas 
genom gelkromatograf ering pa dextranmaterial (Sephadex ■ G-25 , 
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala). Den erhallna produkten 
kan reduceras med natriumborhydrid . 

Heparin som behandlats pa detta satt ar avsevart depolymeri- 
serat jamfort med utgangsmaterialet; gelkromatograf ering visar 
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att de resulterande fragmenten har en storiek motsvarande 
10-25 sockerenheter, varfor de ar nagot storre an de fragment 
som isol eras efter behandiing av s tandardheparin ined salpeter- 
syrlighet eiiligt exempel 1. Totalt forstores under perjodat- 
oxidationen (pH 3, 4°C, 3-6 timmar) ungefar 20 % av uronsyrorna 
i polysackariden. Rening genom af f initetskromatograf ering av 
oxidationsprodukterna pa antitrombin-agaros-Sepharose^ gav 
ungefar 30 % utbyte av hogaf finite tsmaterial efter tre timmars 
och 15 % utbyte efter sex timmars oxidation, De sa erhallna 

pr.odukterna hade en antif aktor X -potentier ande effekt bestamd 

a 

enligt exempel B i' plasma av over 1000 enheter/mg jamfort 
med 3rd International Heparin Standard, 

Studier av antikoagulationsaktivitet 

Det i enlighet med exempel 1 framstallda heparinf ragmentet 
undersoktes med avseende pa sin formaga att: A) paskynda inhi- 
bition av koagulationsenzymet trombin; B) paskynda inhibitionen 
av aktiverad koagulationsf aktor X; C) forlanga koagulations- 
tiden i blodplasmakoagulations tes tet APTT (activated partial 
thromboplastins ' time) ? D) neutraliseras av blodplasmakomponen- 
terj E) paverka aggregation av trombocyter. 

Exempel A. 

Inhibition av trombin 

Heparinf ragmentets formaga att potentiera inhibitionen av 
trombin med anti trombin III analyserades enligt en modifie- 
ring av en metod av Teien et al (Thrombosis Research, 11 , 
p. 107-117, 1977). Heparinf ragmentet befanns ha en specifik 
aktivitet ^20 E/mg jamfort med 120-170 E/mg for s tandard- 
heparin. 

Exempel B. 

Inhibition av aktiverad Faktor X . 

Heparinf ragmentets formaga att potentiera inhibitionen av 
aktiverad Faktor X i plasma och i rent an ti trombin III under- 
soktes enligt en modifierad version av en metod av Teien et 
al. (Thrombosis Research 8, 413, 1976). Heparinf raktipnen 
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befanns ha en specifik aktivitet av 500 E/mg i ett rent anti- 
trombin Ill-system och 2100 E/mg i ett plasmasystem jamfort 
med 120-170 E/mg for s tandardhepar in . 

Exempel C. 

Forlangning av koagulations tiden 

Heparinf ragmentets formaga att fcrlanga kocigulationstiden 
for blodplasma undersoktes enligt APTT (activated partial 
thromboplastine time) -metoden [Andersscn et al., Throjrib • Res. 
_9,>.575 (1976)}. Heparinf ragmentet visade en specifik aktivitet 
< 20 E/mg jamfort med 3rd International Heparin Standard. 
Standardheparin visar specifik aktivitet i omradet 120-170 
E/mg . 

Exempel D. . ^ . - 

Neutralisering av heparinf ragmentet i blodplasma 
Plasmakomponenters heparinneutraliserande ef f ekt undersoktes 
genom att man uppmatte effekten av heparin och heparinf ragmen- 
tet i plasma och i ett rent anti trombinsystem . Detta gjordes 
genom. att mata den mangd aktiverad Faktor X som inhiberades i 
de bada systemen i narvaro av viss mangd heparin eller heparin 
fragment. Av heparinf ragmentets aktivitet visades 15 % neutra- 
liseras av plasmakomponenter , medan motsvarande varde for 
standardheparin befanns vara 75 %. 

Exempel E. 
Trombocytpaverkan 

Heparinf ragmentets formaga att aggregera trombocyter vid 
kritiska ADP (AdenosineDiPhosphate) -koncentrationer under- 
soktes i huvudsak enligt Beck, E.A. (Thromb Haem Stuttg. 1977, 
38 , 578) • Det visades att heparinf ragmentets trombocy taggre- 
gerande formaga var 10 ganger lagre an den for standardhepa- 
rin, raknat pa vikten. 

Heparinf ragmentet enligt uppfinningen inforlivas for klinisk 
anyandning i f armaceutiska beredningar, foretradesvis i steril 
vattenlosning for injektion eller i salvberedning for tillfor- 
sel via hud och slemhinnor.. 



\97$ -Oh 6 $ 



P ATENTKRAV 

Heparinf ragment , kannetecknat av 
14 - 18 sockerenheter med disackar idenheten 
L-idurosyl - 2 - 0 - sulfat - N - sulfo - D - glukosamin 
6 - 0 - sulfat som huvudkomponent och dar icke- 
sulf aterad L-iduronsyra forekommer I en position 
belagen 3-5 sockerenheter fran den icke- 
reducerande terminalen. . . ■ 

Heparinf ragment , kannetecknat av 
strukturen 

(0-G) n - I - G - (U- G) m , dar n = 1 elier 2 
och m = 5 eller 6. I - icke-sulf aterad L-iduronsyra, 
U = L-iduronsyra - 2 - 0 - sulfat, och G = N - sulfo - 
D - glukosamin -6.-0- sulfat.. 

Heparinf ragment med selektiv antikoagulations- 
aktivitet, kannetecknat av 14 - 18 
sockerenheter med disackar inenheten L - idurosyl - 2 - 0 - 
sulfat - N - sulfo - D - glukosamin - 6 - 0 - sulfat 
som huvudkomponent och. dar icke-sulf aterad L-iduronsyra 
forekommer i en position belagen 3-5 sockerenheter 
fran den icke-reducerande terminalen. 

Heparinf ragment med selektiv antikoagulations- 
aktivitet, kannetecknat av strukturen 

(U - G) - I - G - (U - G) , dar n = 1 eller 2 och 
n m 

n\ ~ 5 eller 6, I = icke-sulf aterad L-iduronsyra, . 

U = L-iduronsyra ~ - - C ~ sulfat och G = N - sulfo ~ 

D - glukosamin - 6 - O - sulfat:. 



■ t 

Farmaccutiska' beredningar, kannetecknads 
av att de innehaller heparinf ragment med selektiv 
antikoagulationsaktivitet med 14 - 13 sockerenheter 
med disackaridenheten L - idurosyl - 2 - O - sulfat - 
N - sulfc - D - glukosamin - 6 - 0 - sulfat.. som 
huvudkomponent och dar icke-sulf aterad L - iduronsyra 
forekomraer i en position belagen 3-5 sockerenheter 
fran den icke-reducerande terminalen. 

Farra'aceutiska beredningar., kannete'cknade 
av att de innehaller heparinf ragment med strukturen 

(U - G) n - I - G - (U - G) m , dar n = 1 eller 2 och 
m = 5 eller 6, I = icke-sulf aterad L - iduronsyra, 
U = L - iduronsyra - 2 - 0 - sulfat och G = N - sulfo — 
D - glukosamin - 6 - 0 - sulfat. 

Forfarande for f ramstallning 'av heparinf ragment enligt 
patentkravet 1, kanneteck.nat darav, att man 
(a) ■ behandlar heparin med salpetersyrlighet i dimetoxietan 
och renar det erhallna materiaiet, eller 

(h) per jodatoxiderar heparin vid lagt pH resp. temperatur, 

(c) partiellt depolymer iserar heparin med heparinas, eller 

(d) partiellt depolymer iserar heparin genom forestring av 
karboxylgrupper och darefter underkastar det erhallna 
materiaiet alkalisk beta-eliminer ina , eller 

(e) partiellt depolymeriserat heparin genom partieil N-de- 
sulfatering och darefter deaminerar det erhallna 
materiaiet med salpetersyrlighet . 
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• SAMMAND11AG 

Heparin fragment med selektiv an tikoagu la tionsaktivitet , 
uppvisande 14-18 sockerenheter med disackarinenheten L - 
idurosvl - '2 - O - sulfat - N - sulfo - D- glukosamin 6 - 
- O - sulfat som huvudkomponent och dar icke-sulf aterad L— 
iduronsyra forekommer i en position belagen 3-5 sockeren- , 
heter fran den icke-reducerande terminalen. Farmaceutiska 
beredningar innehallande sadana heparinf r agment . Forf arande 
for f rams tailning av heparinf ragmen ten . 



